The use of bacterial proteins as bioinsecticides by Fortuna, Klavdija

































UPORABA BAKTERIJSKIH PROTEINOV KOT BIOINSEKTICIDOV 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij – 1.stopnja 
 
 
THE USE OF BACTERIAL PROTEINS AS BIOINSECTICIDES 
B. SC. THESIS 










 Fortuna K. Uporaba bakterijskih proteinov kot bioinsekticidov. 






Diplomsko delo je zaključek Univerzitetnega študijskega programa 1. stopnje Biotehnologije.  
 
Študijska komisija Oddelka za biotehnologijo je dne 12.02.2019 za mentorico diplomske naloge 
imenovala prof. dr. Kristino Sepčić. 
 
 
Komisija za oceno in zagovor:  
 
Predsednica:     prof. dr. Mojca NARAT 
                         Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
Članica:           prof. dr. Kristina SEPČIĆ 
                        Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
Članica:           prof. dr. Polona JAMNIK 











Datum predstavitve: 8.7.2019 
 
 
 Fortuna K. Uporaba bakterijskih proteinov kot bioinsekticidov. 






KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
ŠD Du1 
DK      UDK 606:632:631.528(043.2) 
KG bioinsekticid, Bacillus thuringiensis, insekticidni kristalni proteini, škodljivci, transgene 
rastline,  odpornost 
AV FORTUNA, Klavdija 
SA SEPČIĆ, Kristina (mentorica) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Univerzitetni           
študijski program 1. stopnje Biotehnologija  
LI 2019 
IN UPORABA BAKTERIJSKIH PROTEINOV KOT BIOINSEKTICIDOV 
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij – 1. stopnja) 
OP VIII, 22 str., 6 sl., 19 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Bakterijski bioinsekticidi predstavljajo zamenjavo za kemične insekticide, vendar je 
njihova uporaba omejena, saj ima večina mikrobov ozek spekter delovanja, ki jim 
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Bacillus thuringiensis (Bt), imenovani tudi Cry toksini, kljub temu ponujajo več 
prednosti pred sintetičnimi pesticidi: so biorazgradljivi in zato varni za okolje, so zelo 
specifični za tarčne organizme in zato varni za netarčne organizme, kot so ljudje in ostali 
sesalci. Cry toksini so bili vnešeni tudi v rastlinske genome. Ta pristop je občutno 
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predstavniki kristalnih toksičnih proteinov, ki so strukturno podobni egerolizinom. 
Cry35Ab1 tvori kompleks z egerolizinom podobnim proteinom Cry34Ab1 in ta 
kompleks nato tvori pore v membrani. Ker so ličinke koruznega hrošča ponekod že 
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AB Biopesticides of bacterial origin represent a substitute for chemical insecticides, but 
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that enables them to kill only certain insect species. Bacillus thuringiensis (Bt) 
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and therefore safety to non-target organisms, like humans and other mammals. Cry 
toxins have also been introduced into transgenic crops. This approach has resulted in 
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been embraced. The major weakness of the use of Bt crops is development of insect 
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Sodobno kmetijstvo je danes soočeno z resnimi težavami, kot so stalno pojavljanje rezistence na 
pesticide, ostanki kemičnih pesticidov v hrani in krmi ter okoljska problematika, škodljive 
posledice za zdravje ljudi, ter rast človeške populacije (Bravo in sod., 2011; Adang in sod., 2014; 
Kelker in sod., 2014; Narva in sod., 2017). Vse navedeno sili zakonodajo k privzemu nizko-rizičnih 
metod in k trajnostni okrepitvi kmetijske proizvodnje (Bravo in sod., 2011; Adang in sod., 2014). V 
tem oziru so za kontrolo različnih rastlinskih škodljivcev začeli uporabljati genetsko spremenjene 
poljščine, ki izražajo proteinske kristalne toksine (toksine Cry), ki jih proizvaja bakterija Bacillus 
thuringiensis (Moellenbeck in sod., 2001; Schlotter in Storer, 2009; Adang in sod., 2014). Toksini 
Cry so selektivno toksični proti različnim žuželkam ter predstavljajo družino okoli 300 strukturno 
raznolikih proteinov, katere razvrščamo v 75 poddružin (Adang in sod., 2014). Te toksine so v 
Združenih državah Amerike s pomočjo genetske transformacije vnesli tudi v koruzne hibride za 
kontrolo koruznega hrošča in trenutno predstavljajo 2 % celotnega tržišča insekticidov (Schlotter in 
Storer, 2009; Adang in sod., 2014). V diplomski nalogi je narejen pregled struktur, mehanizmov 
delovanja in uporabe toksinov Cry s poudarkom na proteinskem kompleksu Cry34Ab1/Cry35Ab1. 
Opisani so tudi rezultati novejših raziskav bakterijskih insekticidnih proteinov, ki ne pripadajo vrsti 
B. thuringiensis in insekticidnih proteinov iz gob rodu Pleurotus. 
2 INSEKTICIDNI KRISTALNI PROTEINI BAKTERIJE Bacillus thuringiensis  
2.1 BAKTERIJA  Bacillus thuringiensis 
Bacillus thuringiensis (Bt) je anaerobna po Gramu pozitivna bakterija, ki jo lahko najdemo v 
rastlinah, vodi, zemlji in mrtvih insektih. Ko niso izpolnjeni pogoji za njeno vegetativno rast, 
sporulira in proizvaja spore ter parasporalna telesca, ki vključujejo insekticidne kristalne proteine 
(Adang in sod., 2014). Bakterijo Bt je odkril leta 1901 japonski biolog, ki je opazil, da je ta uničila 
veliko populacijo gosenic sviloprejke (Schlotter in Storer, 2009). Do sedaj je bilo izoliranih več 
deset tisoč sevov Bt in večina jih je aktivnih proti razvoju insektov (Adang in sod., 2014).  
2.2 RAZNOLIKOST Bt TOKSINOV 
Prisotnost parasporalnih kristalov je fenotipska značilnost Bt in se jo uporablja za ločitev Bt od 
drugih vrst rodu Bacillus. Glavne komponente kristala so delta-endotoksini, ki so primarni 
virulentni faktorji tega patogena, prisotni pa so še drugi proteini, ki imajo vlogo toksina in/ali 
kristalne strukture. Toksini najdeni v kristalu se delijo v dve družini:  Cry (Crystal; kristalni) in Cyt 
(Cytolytic; citolitični) (Adang in sod., 2014). Cry in Cyt toksini sodijo v razred bakterijskih 
toksinov, ki tvorijo pore, imenovanih PFT (Pore Forming Toxins) (Bravo in sod., 2011). Cry toksini 
predstavljajo veliko družino, v kateri je trenutno okoli 300 različnih proteinov. Za Cyt  toksine pa je 
značilno, da imajo v in vitro pogojih citolitično aktivnost, v in vivo pogojih pa primarno delujejo na 
molje. Tretja družina proteinskih toksinov so Vip toksini (the Vegetative Insecticidial Proteins), ki 
pa niso definirani kot kristalni toksini, saj se izločajo iz celic v fazi vegetativne rasti, ne pa v 
kristalih med sporulacijo (Adang in sod., 2014). Binarna toksina Vip1 in Vip2 specifično delujeta 
Fortuna K. Uporaba bakterijskih proteinov kot bioinsekticidov. 




proti insektom iz reda hroščev, Vip3 pa deluje proti insektom iz reda metuljev (Moellenbeck in 
sod., 2001). 
2.2.1 Cry toksini 
Cry toksini so definirani kot proteini, ki imajo očitno sekvenčno podobnost z nekaterimi znanimi 
proteini Cry in vsi parasporalni kristalni proteini iz bakterije Bt s toksičnim učinkom na tarčni 
organizem. Njihovo poimenovanje temelji izključno na zaporedju aminokislin in ne upošteva 
njihove toksičnosti, zato ni nujno, da imajo toksini, ki so aktivni proti eni vrsti žuželk, kakršnekoli 
podobnosti v njihovih imenih. Ime toksina je sestavljeno iz štirih stopenj, npr. Cry41Ab1, prva 
številka je primarna stopnja in vsi toksini, ki si delijo to prvo številko (41 v zgornjem primeru), 
bodo imeli podobnost sekvence vsaj 45 %. Pri toksinih, ki si delijo enake primarne, sekundarne in 
terciarne stopnje, stopnja podobnosti sekvence narašča. Toksini, ki se razlikujejo samo v 
deskriptorju kvartarne ravni (npr. Cry41Ab1 in Cry41Ab2), imajo vsaj 95 % podobnost sekvence. 
Drugačen deskriptor kvartarne ravni se dodeli novo opredeljenim toksinom, zato so ti identični 
ostalim po nomenklaturi, a jim je bilo dodeljeno različno ime (Adang in sod., 2014). 
Definicija Cry toksina omogoča, da se toksin uvrsti med Cry toksine tudi, če ga ne proizvaja 
bakterija Bt in ga ne najdemo v kristalu. Primer za to sta Cry16Aa, ki je bil izoliran iz bakterije 
Clostridium bifermentans in Cry1Ia, ki se ponavadi ne izloča v kristalu. Oba sta uvrščena med Cry 
toksine zaradi velike podobnosti sekvenc z obstoječimi Cry toksini. Za proteine, ki jih najdemo v 
kristalu, vendar imajo majhno podobnost z obstoječimi Cry toksini, je potrebno z raziskavami 
potrditi, da sodijo v to skupino. Prav tako tudi samo prisotnost proteina v kristalu seva bakterije Bt 
ni dovolj, da se ta beljakovina razvrsti kot toksin Cry. Ista merila so uporabljajo tudi pri razvrščanju 
toksinov Cyt. Trenutno poznani Bt Cry toksini so glede na primarno aminokislinsko zaporedje 
razvrščeni v 75 primarnih podskupin (Cry1 do Cry75). Njihove dolžine znašajo od 369 (Cry34) do 
1344 aminokislin (Cry43) (Adang in sod., 2014). 
Leta 1989 sta Höfte in Whiteley identificirala pet konzerviranih sekvenčnih odsekov v vseh Cry 
toksinih. Vsi  toksini ne vsebujejo teh odsekov, nekateri pa vsebujejo samo določene. Na podlagi 
eksperimentalno določenih struktur in molekularnega modeliranja se predvideva, da imajo toksini, 
ki vsebujejo vse ali samo nekatere izmed teh konzerviranih sekvenčnih odsekov, enako osnovno 
zvitje s tremi domenami (Adang in sod., 2014). 
Strukturni in funkcionalni odnosi med Bt in ostalimi toksini so predstavljeni na sliki 1. 262 od 294 
toksinov (89 %) ima osnovno zvitje s tremi domenami in večina  Cry toksinov, ki jih proizvaja Bt, 
sodi v ta razred (Adang in sod., 2014). Domena I je sestavljena iz sedmih α-vijačnic in je vpletena v 
vstavljanje v membrano, oligomerizacijo toksina in formiranje por. Domena II je β-prizma iz treh 
antipararelnih β-ploskev okoli hidrofobnega jedra povezanih z izpostavljenimi zankami, ki so 
vpletene v prepoznavo receptorja. Domena III je β-sendvič dveh antipararelnih β-ploskev. Domena 
II in III sta vpleteni v specifično delovanje preko interakcij z različnimi črevesnimi proteini v 
insektih (Bravo in sod., 2011). 
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Identificirana sta še dva razreda Cry toksinov: ETX/MTX in Bin toksini. ETX/MTX so strukturno 
drugačni od tridomenskih Cry toksinov, od njih se razlikujejo v podaljšani strukturi β-ploskve, 
vendar pa se predvideva, da tako kot ostali Cry toksini  pripomorejo pri formiranju por v 
membranah tarčnih celic. Molekularna struktura in mehanizem delovanja Bin toksinov še nista 
popolnoma raziskana, vendar obstajajo dokazi, da tudi ti formirajo pore v membrani, obstajajo pa 
tudi indikacije za znotrajcelično delovanje ene izmed komponent tega toksina. Ostali Cry toksini ne 
sodijo v nobenega od omenjenih glavnih treh razredov toksinov, obstajajo pa podobnosti z ostalimi 
znanimi toksini ali proteini. Nekateri tvorijo dvokomponentne komplekse s toksini iz teh treh 
skupin, vendar se jih ne da uvrstiti v eno izmed njih. Tako na primer Cry34 tvori dvokomponentni 
kompleks s Cry35 in je podoben glivnim egerolizinom. Cyt toksini imajo homologni glivni toksin, 
volva toksin (Adang in sod., 2014). 
 
Parasporine so odkrili v raziskavi, s katero so hoteli ugotoviti, zakaj obstaja toliko sevov Bt, za 
katere ne poznamo insekta, na katerega delujejo. Ugotovili so, da niso hemolitični, vendar delujejo 
proti eni ali več različnim človeškim celicam. Izkazalo se je, da imajo specifično protitumorsko 
aktivnost. Trenutno obstaja 6 različnih razredov parasporinov s takšno aktivnostjo, ki so jim dodelili 
tudi Cry imena. Z ricinom bogata domena je nastala s trikratno replikacijo gena in vsebuje visoko 
konzervirane motive (Q-X-W)3. Več parasporinskih toksinov (Cry41A, Cry41B in Cry42) vsebuje 
to domeno, zato se predvideva, da ima le ta pomembno vlogo pri specifičnem pritrjevanju na 
tumorske celice in pri njihovem uničenju. Vendar so znanstveniki dokazali, da če domeno 
odstranimo, ne pride do zmanjšane aktivnosti nobenega od zgoraj naštetih parasporinov na človeške 
tumorske celice. Ta domena je prisotna tudi pri drugih toksinih, kot sta Cry35A in Cyt1Ca, vendar 
pa ne sodeluje pri toksičnosti teh toksinov. Večina Cry toksinov ima predvideno podobno 
tridimenzionalno strukturo, kljub razlikam v aminokislinskem zaporedju in dolžini protoksina 
(Adang in sod., 2014). 
Slika 1: Strukturni/funkcionalni odnosi med Bt in ostalimi toksini. Pobarvani krogi predstavljajo različne 
strukturne skupine. Modre prekrivajoče se krožnice nakazujejo sekvenčno podobnost z ne-Bt proteini. Rdeče 
krožnice povezujejo strukturne skupine, ki vsebuje proteine, ki si delijo značilnosti z binarnimi toksini, parasporini 
ali vsebujejo ricinsko domeno (Adang in sod., 2014: 47) 
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2.2.2 Mehanizem delovanja Cry toksinov 
Proizvodnja Cry toksinov je s stališča virov in energije izjemno potratna, kar nakazuje na to, da so 
bili toksini izrednega pomena tekom evolucije za preživetje Bt in jih je bakterija zato ohranila. Ko 
insekt zaužije kristalni toksin, pride v črevesni tekočini insekta do cepitve disulfidnih vezi, 
sproščajo se Cry protoksini. Na raztapljanje vpliva veliko faktorjev, kot so: fizikalno kemijski 
pogoji v črevesju, kristalna zgradba, intramolekularno procesiranje, nekateri Cry toksini pa so 
sposobni tudi aktivacije proteinskih šaperonov. Na sliki 2 je shematski prikaz delovanja Cry 
toksinov v črevesju insekta. Raztopljene protoksinske molekule gredo naprej v proces razgradnje s 
pomočjo endogenih Bt proteaz in proteaz, ki izvirajo iz črevesne tekočine (predvsem tripsin in 
kimotripsin). Proteoliza poteka vse do aktivnega jedra (55-65 kDa) Cry protoksina, ki pa je 
ponavadi odporen na nadaljnjo razgradnjo. Pri razgradnji pride do odcepitve 43 - 500 aminokislin s 
C- in N- terminalnega konca. V nekaterih primerih pa v procesu aktivacije nastaneta dva peptidna 
fragmenta, ki ostaneta združena in tvorita toksinski kompleks. Procesiranje N- konca se je izkazalo 
kot ključni korak pri procesu zastrupitve žuželke s Cry toksinom. Pri večini Cry protoksinov je N- 
terminalni konec povezan z 20 kb DNA zaporedjem, ki lahko vsebuje gene za Cry toksine. Ta DNA 
fragment ima vlogo pri sekvenčni proteolizi in pri specifični vezavi in vstavljanju toksina v 
membrano. Jedro Cry toksina nato delno prečka peritrofični matriks (matriks del toksina zadrži), ter 
preide do epitelne membrane srednjega črevesja, kjer se z visoko afiniteto veže na kadherinske 
molekule na membrani epitelija. To je signal za aktivacijo znotrajceličnih poti, ki vodijo v apoptozo 
celic. Toksinski monomer se še naprej proteolitično razgrajuje, to pa vodi do nastanka oligomera, ki 
se veže na alkalno fosfatazo (ALP) ali aminopeptidazo (APN). Nato se vgradi v membrano in v njej 
naredi poro, kar vodi do osmotske lize celice. Monomerna oblika proteina se lahko tudi neposredno 
vgradi v membrano epitelija srednjega črevesja insekta, ter omogoči prehod bakterij v krvni obtok, 
kar povzroči zastrupitev krvi in smrt insekta (Adang in sod., 2014). 
 
Slika 2: Mehanizem delovanja Cry toksinov (Adang in sod., 2014: 55) 
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2.2.3 Bt Cry toksina Cry34Ab1 in Cry35Ab1 
Leta 2001 so v bakteriji Bt dokazali ekspresijo insekticidnega kristalnega toksina Cry34Ab1. Cry34 
proteini (Cry34A in Cry34B seriji ter podobi proteini), vključno s Cry34Ab1, so edini predstavniki 
kristalnih toksičnih proteinov, ki so strukturno podobni proteinom egerolizinske družine 
(Pfam06355). V nasprotju z egerolizini se Cry34Ab1 na membrano celic veže nespecifično. 
Cry34Ab1 tvori kompleks z drugim ne-egerolizinskim proteinom, s Cry35Ab1, ta kompleks pa nato 
tvori pore v membrani (Butala in sod., 2017). Oba proteina sta bila odkrita pri sevu Bt PS149B1, 
pojavljata se skupaj v kristalu in imata koordinirano vlogo. Z molekularnimi analizami so potrdili, 
da se genska zapisa za Cry34Ab1 in Cry35Ab1 nahajata na istem operonu, Cry34Ab1 pa leži nad 
Cry35Ab1 (Narva in sod., 2017). Cry34Ab1 je protein dolžine približno 14 kDa in je tako kot drugi 
egerolizini sposoben interakcij z membranami in tvorbe transmembranskih por v kombinaciji s 
proteinskim partnerjem Cry35Ab1. Cry35Ab1 je protein dolžine približno 44 kDa in spada v 
družino proteinov Toxin_10 (Pfam05431), v katero sodijo še nekateri drugi insekticidni proteini, 
kot na primer binarni toksin BinA/BinB (Kelker in sod., 2014). Kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 
deluje specifično na ličinke koruznih hroščev Diabrotica barberi z LD50 5,56 µg/cm
2
, ter na ličinke 
koruznih hroščev Diabrotica virgifera virgifera in Diabrotica undecimpuncata z LD50 11 µg/cm
2
. 
Odrasli koruzni hrošči so na kompleks občutljivi šele pri zelo visokih koncentracijah (>400 
µg/cm2), kar kaže na to, da je njegovo delovanje specifično tudi glede na fazo razvoja organizma 
Toksičen je tudi za ličinke koloradskega hrošča (Leptinotarsa decemlineata) z LD50 nad 35 µg/cm
2
, 
ni pa toksičen za insekte iz reda metuljev (Schlotter in Storer, 2009) in za nekatere druge 
predstavnike iz reda hroščev (Narva in sod., 2017). Kompleks proteinov Cry34Ab1/Cry35Ab1 
predstavlja pomembno vlogo v razvoju nove  tehnologije za zaščito koruze pred koruznim hroščem, 
ki se je razvila potem, ko je prišlo do pojava odpornosti  koruznega hrošča pri komercialnih hibridih 
koruze (Kelker in sod., 2014). Vendar pa najnovejše raziskave kažejo, da je že prišlo do pojava 
nepopolne odpornosti tudi proti temu binarnemu toksinu (Gassmann, 2016; Ludwick in sod., 2017). 
 Egerolizini   2.2.3.1
Egerolizini so družina visokohomolognih proteinov, ki je bila definirana leta 2002 (Pfam06355; 
InterPro009413) in jih najdemo v vseh kraljestvih živih bitij. Družino egerolizinov trenutno 
sestavlja približno 132 skupin proteinov z različnim aminokislinskim zaporedjem, ki so dolgi od 13 
kDa do 20 kDa. Egerolizini so enodomenski β-strukturirani proteini z dvema nasprotno 
nameščenima β-ploskvama, so termolabilni in monomerni. Veliko egerolizinov ima to lastnost, da 
se veže na specifične membranske lipide. Membransko aktivni so v pH območju od 3,5 do 10,5. 
Najdemo jih v bakterijah, virusih, praživalih, glivah, rastlinah in pri eni vrsti žuželk. Bakterijski in 
živalski so verjetno vpleteni v obrambne in napadalne procese, o vlogi glivnih pa vemo bolj malo, 
se pa predvideva, da sodelujejo pri obrambi pred nematodi, žuželkami in bakterijami ter pri razvoju. 
Opazili so, da je njihova proizvodnja odvisna od razvojnega stanja producirajočega organizma. 
Edini raziskani živalski egerolizin, P23 protein (23 kDa) izoliran iz molja Pseudoplusia includens, 
naj bi imel vlogo pri zagotavljanju celične imunosti. Prva odkrita in kasneje izolirana hemolitična 
egerolizina sta Asp-hemolizin (Asp-HS) iz glive Aspergillus fumigatus in pleurotolizin (Ply) iz 
glive Pleurotus ostreatus. Z razvojem genomike so nato odkrili še številne druge podobne proteine. 
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Egerolizini lahko direktno sodelujejo pri nastanku por ali pa drugim proteinom olajšajo in 
omogočijo tvorbo por. Glivni egerolizini se tako lahko selektivno vežejo na membranska 
sfingolipida sfingomielin ali ceramid fosfoetanolamin (CPE) v kombinaciji s holesterolom ter v 
prisotnosti proteinskega partnerja, ki vsebuje domeno MACPF (ang. Membrane Attack 
Complex/Perforin), tvorijo pore. Tako deluje glivni toksin pleurotolizin A (PlyA), ki sam nima 
citolitične aktivnosti, lahko pa se veže na s sfingomielinom in holesterolom obogatene domene v 
celični membrani sesalcev. V kombinaciji z drugim glivnim MACPF-proteinom, pleurotolizinom B 
(PlyB), pa tvorita transmembranske pore, ki povzročijo lizo celice, iz česar lahko sklepamo, da ima 
citolitično aktivnost pravzaprav PlyB, ki pa prav tako ne more delovati sam. Tudi za drugo obliko 
PlyA, ostreolizin A (OlyA), se je izkazalo, da tvori kompleks s PlyB in skupaj oblikujeta 
transmembranske pore v veziklih sestavljenih iz eritrocitnih lipidov ali iz sfingomielina in 
holesterola. Drugi tak primer je egerolizin erilizin A (EryA) iz glive Pleurotus eryngii, ki se veže v 
kompleks z MACPF-proteinom, natančneje z erilizinom B (EryB). OlyA in njegov fuzijski protein 
mCherry sama na sesalske celice ne delujeta citolitično, kljub temu pa v visokih koncentracijah 
povzročata ekstenzivno vezikulacijo plazemske membrane. Selektivno vezavo OlyA na 
sfingomielin in holesterol so izrabili za selektivno ubijanje rakavih celic urinarnega trakta s PlyB 
(Butala in sod., 2017). 
2.2.4 Strukturi  proteinov Cry34Ab1 in Cry35Ab1 v kristalu in raztopini 
Kelker in sod. (2014) so prvi pojasnili strukturi proteinov Cry34Ab1 in Cry35Ab1 v kristalu in 
raztopini z uporabo malokotne rentgenske analizne metode (SAXS-Small Angle X-ray Scattering) 
in masne spektrometrije sklopljene z ionizacijo z razprševanjem v električnem polju (ESI-MS). 
Protein Cry34Ab1 sestavlja 117 aminokislin. Sestavljen je iz dveh antiparalelnih β-ploskev (β-
sendvič). β-ploskev I vsebuje N- in C- terminalna konca in je sestavljena iz štirih β-trakov, medtem 
ko ima β-ploskev II pet β-trakov. Vsi β-trakovi, razen tistih v bližini N- in C- terminalnih koncev, 
so antiparalelni. N- in C- terminalna konca sta v sredini ploskve I in sta vzporedna drug drugemu. 
Celotna β-struktura je relativno ravna ploskev z dvema rahlo zvitima β-ploskvama. Razdalja med β-
ploskvama je od 7 do 10 Å, dolžina molekule je približno 45 Å, širina pa približno 20 Å. Cry34Ab1 
ima zelo hidrofobno jedro med obema β-ploskvama. Pfam analiza je pokazala, da Cry34Ab1 sodi v 
družino egerolizinov. Po strukturi je Cry34Ab1 zelo podoben tudi hemolizinu iz bakterije Vibrio 
parahaemolyticus in nekaterim aktinoporinom. To kaže na to, da je prisotnost β-sendviča skupna 
lastnost večine membransko aktivnih proteinov. Cry34Ab1 in aktinoporini so si strukturno zelo 
podobni, oboji tvorijo pore v membrani, vendar pa je njihov mehanizem delovanja drugačen. 
Cry34Ab1 nima helikalnega dela, ki je nujen za vstavljanje v membrano, oligomerizacijo in 
nadaljnjo formacijo pore. Aktinoporini pa helikalni del imajo, zato so biološko aktivni že sami, 
medtem ko Cry34Ab1 sam lahko le destabilizira lipidni dvosloj in s tem prepreči rast in širjenje 
organizma, za formacijo por pa potrebuje še protein Cry35Ab1. Kristalna struktura Cry35Ab1 ima 
podaljšano pravokotno obliko z dimenzijami 42 x 45 x 105 Å in je sestavljena iz dveh različnih 
domen: N-terminalna domena je β-triperesno zvitje, ki ima zelo hidrofobno jedro, druga domena pa 
vsebuje šest vijačnic in tri antiparalelne β-ploskve. Četrti antiparalelni trak β-ploskve nalega pod N-
terminalno domeno, ostala dva β-trakova pa tvorita dve β-ploskvi (β-sendvič). Struktura Cry35Ab1 
se konča s C-terminalnim koncem, sestavljenim iz treh α-vijačnic. Prvi dve vijačnici sta povezani s 
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tipično zanko (vijačnica-zanka-vijačnica), tretja vijačnica je nanju pravokotna, povezane pa so 
preko hidrofobnega jedra. To zagotavlja zelo veliko stabilnost C-terminalnega konca in njegovo  
tesno strukturo. N- in C- terminalni domeni sta postavljeni tesno ena zraven druge in se stikata na 
površini veliki 400 Å2. N-terminalna domena Cry35Ab1 je strukturno zelo podobna lektinom 
podobnim domenam, kot so beta-galaktozidaza in podenota ricina, ki je odgovorna za vezavo na 
membrano. Po strukturi je Cry35Ab1 zelo podoben proteinu BinB, aerolizinu ter parasporinu 4 in 
parasporinu 2. V raztopini sta oba proteina ob odsotnosti receptorja in drugega partnerja 
monomerna in izjemno stabilna v širokem pH območju (Kelker in sod., 2014). 
2.2.5 Mehanizem delovanja binarnega toksina Cry34Ab1/Cry35Ab1 
Interakcije in mehanizem delovanja binarnega toksina Cry34Ab1 in Cry35Ab1 sta še neznana. Oba 
proteina imata strukturne lastnosti, ki dovoljujejo konformacijske spremembe pri formiranju por. 
Trenutno je znano le, da se Cry35Ab1 veže na mikrovile na membrani v črevesju ličinke koruznega 
hrošča in da se ta vezava močno okrepi ob prisotnosti proteina Cry34Ab1, ko pride do nastanka 
proteinskega kompleksa, ki nato povzroči nastajanje por v membrani. Vendar pa ne moremo 
izključiti morebitne direktne interakcije Cry34Ab1 toksina z receptorji na membrani, saj ima 
Cry34Ab1 tudi sam določeno biološko aktivnost, ki pa je v primerjavi z binarnim kompleksom 
Cry34Ab1/Cry35Ab1 precej manjša (Kelker in sod., 2014). V še neobjavljenih raziskavah so 
pokazali, da N-terminalna domena Cry35Ab1 vsebuje lastnosti, ki so značilne za proteine, ki se 
vežejo na ogljikove hidrate in iz tega lahko sklepamo, da se ta domena veže na glikane, ki so 
prisotni na membrani epitelija srednjega črevesja. Sam Cry35Ab1 se na membrano veže z nizko 
afiniteto, če pa je prisoten še Cry34Ab1 pa delujeta sinergistično in afiniteta vezave se poveča. 
Kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 je sposoben tvoriti pore tudi v umetnih bioloških fosfolipidnih 
membranah v pogojih in vivo. Tako rekombinantni Cry34Ab1 kot s proteazo obdelani Cry35Ab1 
lahko v modelnih umetnih membranah tvorita ionske kanale. V kombinaciji pa izboljšata 
permeabilnost membrane in inducirata povečano aktivnost ionskih kanalov, podobno kot nativni 
kompleks Cry34Ab1/Cry35Ab1 izoliran in Bt seva PS149B1 (Narva in sod., 2017).  
3 BIOINSEKTICIDI 
Za uničevanje škodljivcev v kmetijstvu in insektov, ki prenašajo ljudem nevarne bolezni, se 
večinoma uporabljajo kemični insekticidi. Vendar pa  uporaba kemičnih pesticidov povzroča veliko 
problemov, predvsem onesnaženje okolja in škodljive učinke na zdravje ljudi, kot sta rak in motnje 
imunskega sistema. Velik problem postaja tudi odpornost insektov na te insekticide. Čeprav 
mikrobiološki insekticidi predstavljajo zamenjavo za kemične, pa je njihova uporaba omejena, saj 
ima večina mikrobov ozek spekter delovanja, ki jim omogoča, da ubijejo le določeno vrsto 
škodljivca. Zahtevajo tudi natančno aplikacijo, saj veliko teh patogenov deluje specifično na 
zgodnje stopnje razvoja insekta iz ličinke (Bravo in sod., 2011).  
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3.1 UPORABA Bt INSEKTICIDNIH PRIRAVKOV IN RAZVOJ TRANSGENIH RASTLIN 
Bakterija Bt je bila kot insekticid prvič uporabljena  leta 1920 za zatiranje moljev. Insekticidni 
pripravki  na osnovi Bt so v uporabi že več kot 50 let (Schlotter in Storer, 2009). Tako kot ostali 
biološki pesticidi, tudi Bt toksini ponujajo več prednosti pred sintetičnimi pesticidi: so 
biorazgradljivi in zato varni za okolje, so zelo specifični za tarčne organizme in zato varni za 
netarčne organizme. Njihova slaba lastnost je visoka specifičnost in majhna obstojnost. Kljub temu, 
da so Bt toksini najbolj uspešni biopesticidi za zatiranje insektov, pa  njihov delež predstavlja le      
2 % na celotnem trgu insekticidov (Adang in sod., 2014). Za zatiranje škodljivcev v kmetijstvu in 
proti komarjem so bili razviti različni Bt produkti. Večina jih temelji na kristalnih preparatih, ki 
izhajajo iz spor nekaj divjih tipov sevov kot so B. thuringiensis var. kurstaki (Btk), B. thuringiensis 
var. aizawai, B. thuringiensis var. san diego, B. thuringiensis var. tenebrionis in B. thuringiensis 
var. israelensis (Bti) (Bravo in sod., 2011).  
Zaradi omejene uporabe Bt insekticidnih produktov z razprševanjem, so bili Cry toksini vnešeni v 
rastlinske genome, s čimer se je zagotovila bolj tarčna in učinkovita kontrola škodljivcev v 
kmetijstvu. V transgenih rastlinah Cry proteini nastajajo stalno, zaščiteni so pred razpadanjem 
zaradi UV sevanja in delujejo specifično na tarčne organizme, ko jih ti zaužijejo. Ta pristop je 
zmanjšal uporabo kemičnih pesticidov na območjih, kjer je ta tehnologija bila sprejeta. 
Najpomembnejše Bt rastline so soja, koruza, bombaž in oljna ogrščica (Bravo in sod., 2011). 
Uporaba transgenega semena koruze, ki je izražalo Bt insekticidni protein Cry1Ab, je bila prvič 
odobrena v komercialne namene v Združenih državah Amerike sredi devetdesetih let. Uporaba 
transgenih rastlin omogoča zelo učinkovit nadzor nad tarčnimi insekti, poleg tega pa prinaša koristi 
pridelovalcem z večjimi donosi in večjim ekonomskim prihodkom in pripomore k ohranjanju bolj 
čistega okolja. Razvoj tehnologije teži k proizvodnji bolj aktivih proizvodov in takih, ki imajo širši 
spekter delovanja. V Evropo je od leta 2010 dovoljen uvoz Bt transgene koruze za prehrano ljudi in 
krmo živali, ni pa dovoljeno gojenje te koruze (Schlotter in Storer, 2009).  
Problem gojenja transgenih Bt rastlin predstavlja razvoj odpornosti na Cry toksine, ki je ponavadi 
posledica mutacij. Rešitev je, da se v rastlinski genom vstavi več različnih genov za Cry toksine, ki 
imajo različen mehanizem delovanja, možnost pojava odpornosti pa se s tem zmanjša. Najnovejša 
generacija Bt koruze izraža kombinacijo binarnega toksina Cry34Ab1/Cry35Ab1 in Cry3Bb toksina 
za zatiranje ličink koruznega hrošča, ter tudi Cry1A, Cry2Ab in Cry1F toksine za zatiranje 
nekaterih predstavnikov iz družine metuljev. Čeprav komercialno še ni v uporabi, se v transgeni 
koruzi za zatiranje insektov iz reda metuljev učinkovito uporablja tudi Vip3 (Bravo in sod., 2011).  
3.2   UPORABA Bt KRISTALNIH TOKSINOV PROTI KORUZNEMU HROŠČU 
3.2.1 Koruzni hrošč 
Koruzni hrošč (slika 3) je škodljivec, ki na koruzi vsako leto po vsem svetu povzroči ogromno 
škode. V Evropi so koruznega hrošča prvič opazili v začetku devetdesetih let v jugovzhodni Evropi, 
od takrat pa se vztrajno širi tudi drugod po Evropi (Kaiser-Alexnat in sod., 2009). Spomladi se 
ličinke koruznega hrošča izležejo iz jajčec, ki jih samice prejšnje leto odložijo v zemljo in se hranijo 
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najprej s korenskimi laski na zunanjem delu korenin, pozneje pa zavrtajo v večje korenine in jih 
lahko obžrejo vse do koreninske osnove. Rastline s poškodovanimi koreninami so bolj dovzetne za 
sušo in koreninske bolezni, pridelek je manjši, saj je koruza slabše preskrbljena s hranili in vodo, 
rastline so nagnjene ali pa polegajo, kar oteži spravilo pridelka. Dodatno škodo pa povzročijo tudi 
odrasli hrošči, ki se hranijo s cvetnim prahom ali svilo in povzročijo gluhost storžev, pozneje pa 
objedajo tudi koruzno zrnje in liste. Da se prekine razvojni krog koruznega hrošča, se pridelovalci 
poslužujejo kolobarjenja in uporabe kemičnih insekticidov (Moellenbeck in sod., 2001). Za zelo 
učinkovito sredstvo za zmanjševanje škode na pridelku koruze zaradi koruznega hrošča se je 
izkazalo sejanje transgenih koruznih hibridov, ki izražajo enega ali več kristalnih Bt proteinov. 
 
3.2.2 Delovanje kompleksa Cry34Ab1/Cry35Ab1 v ličinkah koruznega hrošča 
Moellenbeck in sod. (2001) so proučili delovanje Cry34Ab1/Cry35Ab1 toksinov v črevesju ličinke 
koruznega hrošča, tako da so jih hranili s koreninami transgene koruze, ki je izražala ta dva 
proteina. Prebavni trak koruznega hrošča se začne s kutikulo ter nadaljuje v srednje črevo, ki ga 
sestavljajo epitelne celice z mikrovili, konča pa se s kutikulo obdanimi strukturami. Zaradi kutikule, 
ki pokriva začetek in konec prebavnega traku, samo srednje črevo omogoča absorbcijo hranil. 
Peritrofična membrana, ki vsebuje karbohidratni in proteinski matriks, je naložena v plasteh, ki se 
začnejo na začetku mikrovilov in pokriva celotno srednje črevo. Luknje skozi katere štrlijo 
mikrovili, ustvarjajo videz mreže. Ta membrana je semipermeabilna in omogoča prehod proteinom 
in nutrientom, onemogoča pa prehod večjim delcem. Z opazovanjem pod mikroskopom (slika 4) so 
odkrili, da so po 12-ih urah od začetka hranjenja epitelne celice začele nabrekati, pojavilo se je več 
vakuol, še posebej na površini epitelija, regenerativne in endokrine celice blizu bazalne površine pa 
so bile nepoškodovane. Po 12-ih do 48-ih urah po začetku hranjenja se je pojavilo znatno število 
velikih vakuol, epitelne celice so nabreknile in štrlele v lumen črevesja in vanj izločale velike 
vezikle. Vezikli so vsebovali gosto citoplazmo, velike vakuole in v posameznih primerih tudi jedro 
oz. delce jedra. Mikrovili na teh celicah so se sesedli in na apikalni površini  je nastala ravna 
membrana. Iz tega je razvidno, da je epitelij srednjega črevesja glavna tarča teh dveh proteinov, 
tako kot insekticidnih proteinov tipa Cry1 in Vip3 (Moellenbeck in sod., 2001).  
Slika 3: Koruzni hrošč (Modic in Urek, 2005: 1) 
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Kaiser-Alexnat in sod. (2009) so v in vitro pogojih proučili proteolitsko delovanje Bt toksinov 
Cry3Bb1 in Cry34Ab1/Cry35Ab1 v črevesnem soku ličinke koruznega hrošča. Nepoškodovane 
membranske proteine pridobljene iz črevesnega tkiva ličink so ločili z elektroforezo, ter jih skupaj s 
toksini, ki so jih označili z biotinom, prenesli na PVDF membrano. Vezavo z bioitnom označenih 
toksinov na specifične receptorje na membrani srednjega črevesja ličink so dokazovali s pomočjo 
streptavidina konjugiranega s hrenovo peroksidazo in detektirali s kemoluminiscenco. Toksin 
Cry34Ab1 se je vezal na približno 110 kDa membranski protein, Cry35Ab1 na približno 50 kDa 
protein, Cry3Bb1 pa na 30 kDa protein receptor. Z večanjem koncentracije Cry3Bb1 se je povečala 
vezava tega toksina in zmanjšala vezava obeh binarnih toksinov. Ni pa bilo razvidno, ali oba 
binarna toksina, Cry34Ab1 in Cry35Ab1, tekmujeta za vezavna mesta toksina Cry3Bb1 (Kaiser-
Alexnat in sod., 2009). 
Bowling in sod. (2017) so s histopatološkimi raziskavami  poskušali ugotoviti ali zaužitje 
insketicidnih proteinov iz različnih skupin, kaže podobne ali različne histopatološke simptome, zato 
so proučili širok spekter insekticidnih proteinov. Možno je, da vsak insekticidni protein deluje na 
epitelne celice srednjega črevesja na edinstven način, saj obstaja več potencialnih poti, ki lahko 
povzročijo smrt epitelnih celic. Cry3Aa1 spada med tridomenske Bt kristalne proteine. 
Cry34/35Ab1, Cry6Aa1 in TcdA so si vsi med seboj strukturno različni in različni od tridomenskih 
Cry proteinov in naj bi imeli različne mehanizme molekulskega delovanja na koruznega hrošča. 
Cry3Aa1, Cry34/35Ab1 in Cry6Aa so vsi kristalni proteini iz Bt, medtem ko je TcdA iz bakterije 
Photorhabdus spp. in predstavlja povsem drug razred insekticidnih proteinov. Zaužitje 
Cry34/35Ab1 proteinskega para je povzročilo poškodbe celic prednjega dela srednjega črevesja – 
nabrekanje in lizo epitelnih celic srednjega črevesja, izločanje mikrovilov in delov celic in krčenje 
krožnih mišičnih vlaken okoli prebavnega kanala. Po 48-ih urah je prišlo do popolne blokade lumna 
srednjega črevesja, kar je verjetno vodilo do smrti insekta zaradi dehidracije in stradanja in ne 
zaradi neposredne zastrupitve s Cry toksini pri laboratorijskih poskusih, kateri pa mogoče ne 
odražajo realnih razmer na polju. Tudi učinki Cry3Aa in Cry6A, ki prav tako tvorita pore v 
membranah, so bili zelo podobni, povzročila sta podobne poškodbe tkiva srednjega črevesja, kljub 
drugim vezavnim mestom na membrani srednjega črevesja ličinke koruznega hrošča..V normalnem 
razvoju ličinke se stare in poškodovane stolpičaste celice zamenjajo z novimi, ki se razvijejo iz 
matičnih celic srednjega črevesja. Zaužitje Cry34/35Ab1 vodi v obsežno poškodbo epitelnih celic 
srednjega črevesja, ki se lahko popravi z aktivacijo in diferenciacijo matičnih celic srednjega 
Slika 4: Učinek kompleksa Cry34Ab1/Cry35Ab1 na srednje črevo ličinke koruznega hrošča   Diabrotica virgifera 
virgifera. Slika A prikazuje prečni prerez srednjega črevesja ličinke hranjene z netransgenimi rastlinami, slika B 
pa prečni prerez srednjega črevesja ličinke po hranjenju s transgenimi rastlinami, ki izražajo Cry34Ab1/Cry35Ab1 
proteina. (Moellenbeck in sod., 2001: 671) 
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črevesja v enterocite. Ta odziv bi bil lahko eden izmed mehanizmov odpornosti na Cry toksine. 
TcdA povzroči nabrekanje epitelnih celic srednjega črevesja in aktivira podvajanje in diferenciacijo 
matičnih celic, vendar ni tako velikega odstopanja mikrovilov kot pri Cry toksinih, epitelne celice 
so manj poškodovane in lumen srednjega črevesja ličinke je manj oviran (Bowling in sod., 2017). 
Moellenbeck in sod. (2001) so s poljskimi poskusi potrdili, da sta Bt proteina Cry34Ab1 in 
Cry35Ab1 izražena v transgeni koruzi zagotavljala izvrstno zaščito rastlin pred koruznimi hrošči v 
primerjavi z rastlinami v negativni kontroli in z insekticidom tretiranimi rastlinami netransgene 
koruze, saj so transgene koruze imele bistveno manj poškodb na koreninah kot koruze v negativni 
kontroli in tiste, ki so bile tretirane s kemičnima insekticidoma terbufosom in teflutrinom 
(Moellenbeck in sod., 2001). To v svoji raziskavi potrjujeta tudi Schlotter in Storer (2009), ki 
navajata odlično zaščito korenin koruznega hibrida Herculex XTRA, ki izraža proteine Cry1F in 
Cry34/35Ab1, v primerjavi z netransgeno koruzo (slika 5). 
 
 
Calles-Torrez in sod. (2017) so v poljskem poskusu uporabili tri Bt transgene hibride koruze: 
Cry3Bb1 hibrid, Cry34/35Ab1 hibrid in Cry3Bb1 + Cry34/35Ab1 hibrid, ter opazovali pojavljanje 
dveh vrst koruznih hroščev (D. virgifera virgifera in D. barberi) in poškodbe na koreninah rastlin, v 
primerjavi z ne-Bt hibridi, ki so bili tretirani s kemičnima insekticidoma. Kombinacija Cry3Bb1 in 
Cry34/35Ab1 toksinov se je izkazala za najučinkovitejšo zaščito pred obema koruznima hroščema. 
Pojav hroščev na koruzah, ki so izražale Cry3Bb1 + Cry34/35Ab1 proteine, je bil občutno manjši 
kot na z insketicidi tretiranih ne-Bt hibridih. Vendar pa je bilo število hroščev, ki so se pojavili na 
Cry3Bb1 mnogo višje kot  na Cry3Bb1 + Cry34/35Ab1 hibridu in tudi višje kot na ne-Bt koruzi, 
kar nakazuje na to, da bi ta populacija hroščev potencialno že lahko razvijala odpornost na Cry3Bb1 
toksin. Poškodbe korenin so bile občutno večje na ne-Bt hibridih kot na Bt hibridih, zato je bil tudi 
pridelek zrnja koruze okrog 8 % večji pri Bt hibridih. Kemična insekticida teflutrin in klotianidin 
sta bila večinoma neučinkovita pri pojavu hroščev, sta pa nekoliko zmanjšala poškodbe na 
koreninah v primerjavi z netretirano ne-Bt koruzo. Na delovanje talnih insekticidov sicer vplivajo 
še karakteristike zemlje, kot sta temperatura in vlaga. Iz tega lahko sklepamo, da uporaba kemičnih 
insekticidov lahko zagotovi pomemben nivo zaščite korenin, vendar se v praksi ne izkaže kot 
učinkovita za nadziranje populacije koruznega hrošča (Calles-Torrez in sod., 2017). 
Slika 5: Korenine Bt koruze v primerjavi s koreninami netransgene koruze. Levo so nepoškodovane korenine 
transgene Bt- koruze Herculex XTRA, ki izraža Bt proteine Cry1F in Cry14/Cry35Ab1; desno so korenine 
netransgene koruze poškodovane zaradi ličink koruznega hrošča (Schlotter in Storer, 2009:  26) 
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3.2.3        Pojav odpornosti na Cry toksine pri koruznemu hrošču 
Sposobnost učinkovitega nadzora nad populacijami koruznih hroščev na poljih je vedno večji izziv 
zaradi nagnjenosti koruznih hroščev k razvoju odpornosti in njihovih spremenjenih vedenjskih 
vzorcev, ki so presegli do sedaj uporabljene metode za zaščito pred njimi. Zahodni koruzni hrošč je 
že razvil odpornost na več kemičnih insekticidov. V zadnjih letih so opazili, da so samice 
koruznega hrošča začele odlagati jajčeca tudi v posevkih soje, kar zmanjša učinek kolobarjenja. 
Prav zato je bila uporaba Bt koruze, ki izraža insekticidne proteine, hitro sprejeta kot alternativna 
tehnologija za nadzor koruznih hroščev (Li in sod., 2013). 
Doslej so bili Bt toksini aktivni proti koruznemu hrošču izraženi v transgeni koruzi v manjših 
količinah (»less than high-dose«), kar povečuje tveganje za razvoj odpornosti v tarčnih škodljivcih. 
Prvi primer odpornosti koruznega hrošča D. virgifera virgifera proti Bt transgeni koruzi je bil 
opažen leta 2009 na hibridu koruze, ki je izražal Cry3Bb1 protein, kasneje pa je bila opažena še 
navzkrižna odpornost na Cry3Bb1 in mCry3A toksina, ter popolna ali nepopolna navzkrižna 
odpornost med Cry3Bb1 in obema mCry3A in eCry3.1Ab proteinoma. Populacija hroščev D. 
virgifera virgifera je kazala izjemno nagnjenost za hiter razvoj odpornosti proti Cry3Bb1, 
Cry34/35Ab1, mCry3A in eCry3.1Ab po komaj nekaj generacijah, ki so bile izpostavljene tem 
toksinom v laboratorijskih poskusih. Faktorji, ki pripomorejo k razvoju odpornosti neke populacije 
so: Bt hibridi, ki so aktivni proti koruznemu hrošču običajno izražajo nizke koncentracije toksinov, 
neuporaba kolobarjenja in stalna uporaba Bt hibridov, ki imajo isti mehanizem delovanja na istih 
površinah. Kombinacija proteinov z neodvisnim mehanizmom delovanja, bo upočasnila razvoj 
odpornosti populacije insektov, ker bodo odporni samo tisti insekti, ki bodo pridobili odpornost na 
oba mehanizma delovanja. Zato se priporoča uporaba hibridov, ki izražajo oba toksina (Cry3Bb1 in 
Cry34/35Ab1) in razvoj transgenih rastlin z višjo vsebnostjo toksinov (Calles-Torrez in sod., 2017). 
Li in sod. (2013) so dokazali, da sta Cry34b1 in Cry35Ab1 strukturno drugačna od klasičnih 
tridomenskih proteinov, ki so prav tako aktivni proti hroščem (Cry3Aa, Cry6Aa in Cry8Ba), zato se 
ne vežeta na ista vezavna mesta. Z jodom označeni protein 125I-Cry35Ab1 sam ali v kombinaciji z 
neoznačenim Cry34Ab1 proteinom ni zasedal istih vezavnih mest kot  ostali Cry proteini, prav tako 
ni bilo opaziti vezav na ista mesta neoznačenih proteinov Cry34Ab1 in Cry35Ab1, samih ali v 
kombinaciji in z jodom označenih proteinov 125I-Cry3Aa ali 125I-Cry8Ba. Ti rezultati kažejo, da se 
receptorji v membrani vključeni v mehanizem delovanja toksinov  razlikujejo med 
Cry34Ab1/Cry35Ab1 in ostalimi proteini, zato je majhna verjetnost, da bi prišlo do navzkrižne 
odpornosti zaradi istih receptorjev med Cry34Ab1/Cry35Ab1 in ostalimi proteini uporabljenimi v 
tej raziskavi (Li in sod., 2013). 
V zadnjih nekaj letih se poleg Bt koruze, ki hkrati proizvaja več različnih Bt toksinov, uveljavlja še 
uporaba »Refuge strategy« oziroma strategije pribežališč. Strategija pribežališč deluje tako, da so 
poleg polj zasejanimi z Bt koruzo tudi polja zasejana z ne-Bt koruzo, oziroma se pri setvi uporabi 
kar mešanico semen Bt transgene in netransgene koruze. Netransgena koruza omogoči preživetje za 
Bt dovzetne posameznike (refuges), kateri se nato parijo z Bt-odpornimi posamezniki z Bt 
transgene koruze in tako ustvarijo generacijo, ki je heterozigotna (slika 6). Ker je prostorska širitev 
odraslega hrošča pred parjenjem pogosto omejena, je pomembno, da te površine prostorsko niso 
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preveč oddaljene med seboj, saj to zmanjša možnosti za parjenje odpornih posameznikov z Bt polj 
in tistih z ne-Bt polj. V praksi se velikokrat ne upošteva vseh zahtev za uspešno uporabo strategije 
pribežališč, saj mora biti vsaj 20 % površine zasejane z ne-Bt koruzo (refuge area), ta pa mora biti 
dovolj blizu Bt polj. Za vse Bt toksine uporabljene v transgeni koruzi proti koruznemu hrošču, so 
laboratorijski poskusi pokazali, da se sposobnost koruznega hrošča za razvoj odpornosti zelo 
poveča v odsotnosti ne-Bt »refuges«. Ker je odpornost na Bt rastlino funkcionalno recesivna 
lastnost, toksini v Bt rastlinah povzročijo smrt tako dominantnih homozigotnih kot heterozigotnih 
tarčnih insektov (Gassmann, 2016). 
 
 
Razvoj odpornosti na Bt koruzo so podrobno proučili tudi v laboratorijih, kjer so ugotovili zelo 
podobno število preživelih hroščev na Cry3Bb1 koruzi in ne-Bt koruzi že po treh oziroma štirih 
selekcioniranih generacijah na Cry3Bb1 koruzi. Po selekciji sedmih generacij na mCry3Aa koruzi, 
so bile vrednosti LC50 znatno višje za selekcionirane hrošče kot za neselektivno kontrolo. Po štirih 
generacijah selekcije ni bilo razlik med številom preživelih med eCry3.1Ab koruzo in ne-Bt koruzo 
za selekcionirano populacijo, medtem ko je bilo število preživelih bistveno nižje na eCry3.1Ab 
koruzi kot ne-Bt koruzi pri kontrolni skupini hroščev. Laboratorijska selekcija za odpornost na 
Cry34/35Ab1 koruzo je pokazala občutno povečanje odpornosti že po eni generaciji na tem toksinu, 
vendar se je povečevanje odpornosti po tej prvi generaciji močno zmanjšalo in po desetih 
generacijah selekcije je bilo preživetje selekcioniranih hroščev na Cry34/35Ab1 koruzi 10 do 20 %, 
preživetje neselekcioniranih hroščev na ne-Bt koruzi pa približno 80 %. V drugi raziskavi se je 
pokazal odziv na odpornost po štirih generacijah selekcije na Cry34/35Ab1 koruzi (Gassmann, 
2016). 
Tudi Ludwick in sod. (2017) so selekcionirali hrošče s polja, na katerem je bila štiri leta gojena 
koruza, ki je izražala Cry3Bb1 protein, zadnje leto pa hibrid SmartStax, ki izraža kombinacijo 
proteinov Cry3Bb1 in Cry34/35Ab1. Z laboratorijskimi poskusi so dokazali, da so bili potomci te 
selekcionirane populacije  koruznih hroščev odporni na Cry3Bb1 protein in nepopolno odporni na 
Cry34/35Ab1 proteina. Testi toksičnosti so pokazali, da je bila vrednost LD50 za selekcionirane 
ličinke pri proteinih Cry34/35Ab1 4,71-krat višja kot pri kontrolni kolonij ličink, pri proteinu 
Cry3Bb1 pa je bila vrednost LD50 več kot 13,22-krat višja kot pri kontrolni koloniji ličink. Gojenje 
ličink selekcionirane populacije na Cry34/35Ab1 koruzi je pokazalo, sta bila rast in razvoj ličink na 
tem Bt-hibridu inhibirana v primerjavi s tistimi, ki so jih gojili na ne-Bt hibridni koruzi, kar kaže na 
nepopolno odpornost te populacije na Cry34/35Ab1 (Ludwick in sod., 2017). 
Slika 6: Dedovanje genov za odpornost na Bt toksine. Dedovanje pridobljene odpornosti preživelih na Bt koruzi 
je nerecesivno. (UCDS, 2019) 
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Dedovanje pridobljene odpornosti preživelih na Bt koruzi je nerecesivno. Preživetje laboratorijsko 
selekcioniranih sevov ličink na Cry3Bb1 koruzi je bilo bistveno večje za heterozigotne ličinke 
(dovzetna samica x odporen samec) in na Cry3Bb1 odporne ličinke v primerjavi z  dovzetnimi 
ličinkami. Vendar preživetje drugega heterozigotnega seva (odporna samica x dovzeten samec) ni 
bilo bistveno večje od dovzetnih ličink, kar kaže, da so geni za odpornost povezani s spolom. Pri 
raziskavi dveh laboratorijskih sevov poljsko razvite odpornosti na Cry3Bb1 koruzo, je bilo 
preživetje do odraslosti na tej koruzi za heterozigotne seve vmesno med odpornimi in dovzetnimi 
sevi pri eni raziskavi, pri drugi pa ni bilo bistvenih razlik v primerjavi z dovzetnimi sevi. 
Nerecesivno dedovanje je verjetno prispevalo k hitremu razvoju odpornosti koruznega hrošča na 
Cry3Bb1 koruzo. Sposobnost razmnoževanja in preživetja Bt odpornih insektov je pomembna, ker 
lahko upočasni razvoj odpornosti, kadar so prisotna ne-Bt pribežališča, saj odstranijo alele za 
odpornost iz odporne populacije in s tem zmanjšajo pogostost alelov za odpornost. Kot kažejo 
raziskave, se sposobnost preživetja in razmnoževanja pogosto ne zmanjša, lahko pa se pojavi v 
posameznih primerih in se kaže v zmanjšani plodnosti. Z naravno selekcijo se bodo obdržale tiste 
lastnosti odpornih insektov, ki bodo omogočale prilagajanje, preživetje in sposobnost nadaljnjega 
razmnoževanja. Naslednji transgeni pristop za nadzorovanje koruznega hrošča predstavlja uporaba 
RNA interference (RNAi), ki insektu z utišanjem genov za odpornost onemogoči obrambo pred 
toksinom (Gassmann, 2016). 
3.3 UČINKI Cry TOKSINOV NA SKLADIŠČNE ŠKODLJIVCE 
Skladiščni škodljivci povzročajo veliko ekonomsko škodo v skladiščih z žiti in žitnimi proizvodi po 
vsem svetu. Nabor tradicionalnih sintetičnih kemičnih sredstev za zaščito pred škodljivci v žitni 
industriji se hitro oži zaradi regulatornih omejitev in pojava odpornosti škodljivcev. Večina 
insekticidnih sredstev, ki so trenutno v uporabi, so organofosfati, ki pa predstavljajo tveganje za 
zdravje ljudi. Prav tako s stališča varovanja okolja in zdravja ljudi ni najbolj sprejemljivo 
zaplinjevanje skladiščnih prostorov. Zato se iščejo novi načini za zatiranje škodljivcev na žitih, v 
mlinih in skladiščnih prostorih, ki bodo učinkoviti proti tarčnim škodljivcem, varni za okolje in 
netarčne organizme ter bodo minimalizirali možnosti razvoja odpornosti populacij škodljivcev. Bt 
insekticidni toksini zaradi svojih uporabnih in varnostnih prednosti predstavljajo najuspešnejše in 
najbolj pogosto uporabljene biopesticide (Oppert in sod., 2010).  
Transgeni koruzni hibridi, ki izražajo Bt insekticidni kristalni protein Cry1Ab, so bili prvič 
uporabljeni za komercialno setev v Združenih državah Amerike sredi devetdesetih let. Ta transgena 
žita in žitni proizvodi so se izkazali za manj dovzetne za napad skladiščnih škodljivcev iz reda 
metuljev. Vendar je bil prvi primer odpornosti na Cry1A opažen na glavnem skladiščnem 
škodljivcu krhljevem molju (Plodia interpunctella), kasneje pa tudi na nekaterih drugih insektih iz 
reda metuljev. Prav razvoj odpornosti na Bt toksine pri skladiščnih škodljivcih iz reda metuljev in 
ozek spekter delovanja Bt produktov na hrošče predstavljata glavno oviro za učinkovito rabo Bt 
toksinov proti skladiščnim škodljivcem (Oppert in sod., 2010). 
Oppert in sod. (2010) so raziskali učinke novejših Cry toksinov, Cry1F in kompleksa Cry34/35Ab1 
na najpomembnejše skladiščne škodljivce. Cry1F protein se uporablja v Združenih državah 
Amerike v transgeni koruzi od leta 2003 za zatiranje nekaterih insektov iz reda metuljev, ki se 
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hranijo z listi in zrnjem koruze. Cry1F je bil testiran proti koruznemu molju (Sitotroga cerealella) 
in kolonijam krhljevega molja, ki so bile dovzetne ali odporne na Bt Cry1Ab in Cry1Ac toksina, Bt 
podvrsto entomocidus in komercialni pripravek DiPel®l (biološki insekticid, ki vsebuje 
mikrorganizem B. thuringiensis var. kurstaki (Btk)). Cry1F je bil testiran tudi proti dvema 
hroščema, ploščatemu žitnemu hrošču (Cryptolestes pusillus) in riževem mokarju (Tribolium 
castaneum). Cry1F je zavrl rast ličink krhljevih moljev in povzročil dokaj visoko smrtnost ličink 
koruznega molja. Cry1F protoksin je bil v večini primerov sicer manj aktiven kot Cry1Ab toksin ali 
Cry1Ac protoksin proti Bt dovzetnim krhljevim moljem. Vendar je Cry1F transgena koruza 
negativno vplivala na razvoj in preživetje Bt-dovzetnih in Dipel-odpornih kolonij krhljevih moljev. 
Možno je, da je transgeno žito bolj učinkovito proti krhljevim moljem kot pripravek DiPel®l zaradi 
prisotnosti še drugih proteinov v koruzi, kot so inhibitorji encimov. Opazili so tudi, da se 
geografsko ločene populacije krhljevih moljev lahko različno odzovejo na Cry toksine. Nadaljnje 
študije bi bile potrebne za potrditev ali dovolj visoka vsebnost toksina Cry1F v žitih zagotavlja 
zaščito proti skladiščnim škodljivcem iz reda metuljev. Pri dveh populacijah na DiPel®l in Cry1Ab 
odpornih krhljevih moljev je prišlo do navzkrižne odpornosti na Cry1F, zato uporaba tega toksina 
morda ni primerna proti Bt-odpornim krhljevim moljem, ni pa še ugotovljeno ali kombinacija Bt 
toksinov ali uporaba katerega drugega insekticidnega proteina lahko odloži razvoj odpornosti 
dovzetnih populacij krhljevih moljev ali ostalih skladiščnih žitnih škodljivcev iz reda metuljev. Do 
navzkrižne odpornosti Cry1A/Cry1F kapusovega molja (Plutella xylostella) je prišlo, ker se ta dva 
toksina vežeta na iste receptorje v črevesju tega škodljivca, kar verjetno velja tudi za odpornost 
Cry1Ab odporne kolonije koruzne vešče (Ostrinia nubilalis) na Cry1F, čeprav je znano da 
kadherin, receptor za Cry1A toksin pri tobačni sovki (Heliothis virescens), ni bil hkrati tudi receptor 
za Cry1F toksin. Podatki kažejo, da ima krhljev molj podoben odziv na Cry1A in Cry1F toksina kot 
kapusov molj in koruzna vešča. Manj je poznan mehanizem delovanja kompleksa Cry34/35Ab1, 
vendar raziskave kažejo, da je ta podoben delovanju Cry1A toksinov. Cry34/35Ab1 se za zdaj 
uporablja le proti ličinkam koruznega hrošča in ker je njegovo delovanje tako specifično, je njegova 
učinkovitost proti skladiščnim škodljivcem iz drugih družin hroščev malo verjetna. Kompleks 
Cry34/35Ab1 je v raziskavi povzročil dokaj visoke smrtnosti ličink koruznega molja, kar ni bilo 
pričakovano glede na ozek spekter njegovega delovanja (samo red hroščev), zato bodo za potrditev 
tega rezultata potrebne še nadaljnje raziskave. Niti Cry1F niti Cry34/35Ab1 nista občutno prizadela 
bioloških parametrov proučevanih hroščev (Oppert in sod., 2010). 
Visoka stopnja selektivnosti proteinov Cry1F in Cry34/35Ab1 zagotavlja minimalno potencialno 
toksičnost za netarčne organizme. Učinek transgenih produktov na netarčne organizme je glavna 
skrb raziskovalcev pri razvoju novih strategij kontrole nad škodljivimi skladiščnimi insekti. 
Uporaba kombinacije toksinov učinkovitih proti insektom iz reda metuljev in iz reda hroščev, bi 
bila idealna za površinsko tretiranje ali razvoj transgenih žit  in bi zmanjšala škodo, ki jo povzročajo 
škodljivi skladiščni žitni insekti (Oppert in sod., 2010). 
3.4 VARNOST UPORABE Bt TRANSGENIH RASTLIN ZA PREHRANO LJUDI 
Kljub dovolj jasnim dokazom o neškodljivosti Bt kristalnih proteinov za ljudi, morajo podjetja, ki 
pripravke oziroma gensko spremenjene rastline dajejo na trg, izvesti študije o njihovi neškodljivosti 
za netarčne organizme. Ponavadi se izvedejo akutne študije (28 dni), pri katerih se prouči delovanje 
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očiščenih proteinov ali gensko spremenjene krme na poskusnih živalih. Akutna študija z mišmi, ki 
so jim dozirali Cry34Ab1/Cry35Ab1 proteina v dozah, ki so bile več tisočkrat višje od doze, kateri 
bi bil izpostavljen človek, če bi jedel nepredelano in nekuhano gensko spremenjeno koruzo, ni 
pokazala nobenih neugodnih učinkov teh proteinov na izpostavljene organizme, prav tako kot pri 
raziskavi na miših in piščancih, ki so jim v krmo dodajali zrna gensko spremenjene Bt koruze. 
Nobenih negativnih vplivov niso opazili niti pri prašičih, kravah mlekaricah in volih. Študije so 
pokazale, da je Cry34Ab1/Cry35Ab1 binarni protein varen in zato primeren za komercialno 
uporabo (Narva in sod., 2017). 
 
4 ODKRITJA NOVIH INSEKTICIDNIH PROTEINOV 
4.1 BAKTERIJSKI INSEKTICIDNI PROTEINI, KI NE PRIPADAJO BAKTERIJI Bacillus 
thurgiensis 
Uporaba transgene koruze, ki proizvaja Bt insekticidne proteine, se je v državah, kjer je njena 
uporaba dovoljena, izkazala za zelo učinkovito v boju proti koruznemu hrošču, vendar so ličinke 
koruznega hrošča ponekod že razvile odpornost proti Bt koruzi. Zato je zelo pomembno odkritje 
novih proteinskih toksinov, ki ne pripadajo bakteriji Bt in specifično delujejo na koruznega hrošča 
in na nekatere druge žuželke iz reda hroščev. Pred kratkim so izolirali toksin IPD072Aa iz bakterije 
Pseudomonas chlororaphis (Schellenberger in sod., 2016), toksin PIP-47Aa iz bakterije 
Pseudomonas mosselii (Wei in sod., 2017), toksin GNIP1Aa iz bakterije Cromobacterium piscinae 
(Sampson in sod., 2016) in toksina AfIP-1A in AfIP-1B iz bakterije Alcaligenes faecalis (Yalpani 
in sod., 2017). Čeprav mehanizem delovanja novih toksinov še ni popolnoma raziskan, pa si delijo 
nekatere podobnosti z Bt insekticidnimi proteini, saj so prav tako toksični samo za določene vrste 
insektov, so oralno aktivni in se vežejo na proteinske receptorje v srednjem črevesju insektov, kar 
kaže na njihovo toksično delovanje preko prebavnega sistema insektov. 
Mehanizem delovanja IPD072Aa proteina še ni popolnoma znan, vendar pa ima ta protein 
funkcionalne podobnosti z Bt insekticidnimi proteini. IPD072Aa protein izražen v transgeni koruzi 
je zaščitil korenine koruze pred ličinkami koruznega hrošča v poljskih poskusih, ni pa deloval na 
nekatere insekte iz reda metuljev in polkrilcev. Povzročil je smrt ličink koruznega hrošča, katere so 
že razvile odpornost na Bt koruzne hibride, ki so izražali Cry3Bb1, mCry3A in 
Cry34Ab1/Cry35Ab1 proteine, kar kaže na to, da je njegovo delovanje drugačno od teh Bt 
proteinov, zato je zelo majhna verjetnost, da bi prišlo do navzkrižne odpornosti med temi tremi Bt 
proteini in IPD072Aa proteinom (Schellenberger in sod., 2016).  
Insekticidni protein PIP-47Aa se v delovanju razlikuje od sedaj poznanih Bt insekticidov, saj se ne 
veže na iste receptorje v srednjem črevesju ličink koruznega hrošča kot Bt proteina Cry3A in 
Cry34Ab1/Cry35Ab1. Rekombinantni protein PIP-47Aa iz E. coli je povzročil smrt koruznih 
hroščev in še smrt dveh drugih testiranih vrst hroščev (D. speciosa in Phyllotreta cruciferae), ni pa 
bil toksičen za polonico Coleomegilla maculata in še pet drugih testiranih vrst insektov iz reda 
metuljev (Agrostis ipsilon, Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda, Pseudoplusia includens, 
Ostrinia nubialis), ter dveh testiranih insektov iz reda polkrilcev (Lygus hesperus, Nezara viridula). 
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PIP-47Aa protein izražen v transgeni koruzi je zagotovil dobro zaščito korenin pred poškodbami, 
povzročenimi z ličinkami D. virgifera virgifera, toksičen je bil tudi za populacijo odporno na 
mCry3A protein. PIP-47Aa ne spada v nobeno družino proteinov, ki so bili na novo odkriti proti 
koruznemu hrošču, kot sta GNIP1Aa in IPD072Aa, zato je malo verjetno, da se veže na iste 
receptorje (Wei in sod., 2017). 
Analiza sekvence proteina GNIP1Aa (Gram Negative Insecticidal protein) je pokazala, da je ta 
sestavljen iz dveh domen, hkrati pa ni razkrila podobnosti s katerim od do sedaj poznanih 
insekticidnih toksinov, kar nakazuje, da bi ta protein lahko predstavljal povsem nov mehanizem 
delovanja proti koruznim hroščem. Trenutno je poznanih sedem proteinov z isto dvodomensko 
strukturo, ki jo sestavljata N-terminalni MACPF-protein in do nedavnega še neznana C-terminalna 
domena. Evkariontski MACPF-proteini so najbolj pogosti in najbolj raziskani predstavniki v 
MACPF družini in naj bi imeli vlogo v imunskem odzivu organizma. V rastlinah protein CAD1, ki 
ima tudi MACPF-domeno, sodeluje pri obrambi pred bakterijami (Sampson in sod., 2016). 
GNIP1Aa je doslej edini prokariontski MACPF-protein z znano strukturo in funkcijo. MACPF-
domena je pomembna pri oligomerizaciji proteina in formiranju transmembranskih por, medtem ko 
C-terminalna domena določa njegovo specifično toksično delovanje. Kristalna struktura GNIP1Aa 
je podolgovate oblike, dimenzij 100 x 40 x 30 Å. Med obema domenama je kratka povezava, več 
interakcij med njima pa kaže na njuno tesno povezanost in omejeno fleksibilnost strukture. C-
terminalna vijačnica na koncu druge domene je locirana na vezavnem mestu znotraj druge domene, 
kar daje strukturi togost. N-terminalna domena predstavlja tipično MACPF zvitje. Značilnost 
MACPF-domene je antipararelna β-ploskev iz štirih trakov, ki so pod kotom približno 90°. 
Podobno kot MACPF in CDC (cholesterol-dependent cytolysins) proteini ima GNIP1Aa na koncu 
β-ploskve pripeta dva grozda vijačnic (CH1 in CH2). Ti dve skupini vijačnic omogočata občutne 
konformacijske spremembe, ko pride do interakcije s tarčnim mestom na membrani in se 
preoblikujeta v dve β-zanki v obliki črke U in postaneta del membranske pore. Proces formiranja 
transmembranskih por se začne s prepoznavanjem proteina in njegovo vezavo na membrano, sledi 
oligomerizacija in nato tvorba por zaradi konformacijskih sprememb. Spremljajoča C-terminalna 
domena ima edinstveno zvitje iz treh psevdometričnih poddomen s podobnim sekvenčnim 
zaporedjem. Sestavljena je iz večinoma kratkih β-trakov in je dimenzij približno 50 x 30 x 30 Å. 
Vsaka poddomena tvori dve antipararelni β-ploskvi. Pri 1. in 2. poddomeni se prva β-ploskev 
nahaja na strani, ki je v povezavi z MACPF-domeno in jo sestavljajo trije trakovi. Druga β-ploskev 
se nahaja na spodnjem delu poddomene in prav tako vsebuje tri trakove. Tretja poddomena je 
nekoliko drugačna od prvih dveh, saj ima en β-trak manj, en β-trak razdeljen na dva dela, ima pa še 
kratko vijačnico na koncu enega izmed trakov. Te tri poddomene so razporejene okrog 
tridimenzionalne osi, ki poteka skozi center C-terminalne domene. Dodatna strukturna elementa sta 
še  majhen β-trak za poddomeno 3, ki postane del prve β-ploskve poddomene 1 in α-vijačnica čisto 
na koncu C-terminalne domene, ki povezuje obe GNIP1Aa domeni. Raziskava je uvrstila to 
domeno v povsem novo družino β-tripod proteinov. Z mutagenezo so identificirali funkcionalno 
pomembne regije v β-tripod domeni, ki so odgovorne za specifično prepoznavo in vezavo na 
receptorje na membrani tarčnih organizmov. Prav visoka specifičnost te domene za receptorje na 
membrani črevesja ličinke koruznega hrošča naj bi omogočila temu proteinu kontrolo nad tem 
škodljivcem in nadzor nad pojavom odpornosti na ostale komercialne insekticidne proteine 
(Zaitseva in sod., 2019). 
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AfIP-1A/1B je dvokomponentni (AfIP-1A in AfIP-1B) protein, ki kaže selektivno delovanje proti 
insektom iz reda hroščev. AfIP-1A spada v egerolizinsko družino proteinov, medtem ko proteina 
AfIP-1B ne moremo uvrstiti v nobeno obstoječo proteinsko družino. Pri transgeni koruzi, ki je 
izražala ta dvokomponentni protein, so bile korenine močno zaščitene pred poškodbami zaradi 
ličink koruznega hrošča. Test učinkovitosti tega proteina na mCry3A in Cry34/35Ab1 odporno 
populacijo koruznih hroščev je pokazal, da se AfIP-1A/1B in mCry3A razlikujeta v mehanizmu 
delovanja in pri njiju ni možen razvoj navzkrižne odpornosti, medtem ko je mehanizem delovanja 
binarnih proteinov AfIP-1A/1B in Cry34/35Ab1 podoben, zato protein AfIP-1A/1B ni bil učinkovit 
proti koruznim hroščem odpornih na Cry34/35Ab1 protein, kar zmanjša njegove potencialne 
možnosti za zatiranje koruznega hrošča. Na to kaže tudi podobna struktura proteinov Cry34Ab1 in 
AfIP-1A, ter vezava na iste proteinske receptorje (Yalpani in sod., 2017). 
4.2  INSEKTICIDNI PROTEINI IZ GOB RODU Pleurotus 
Egerolizina OlyA, PlyA in MACPF-protein PlyB so proteini iz gob rodu Pleurotus, ki lahko tvorijo 
proteinske komplekse, ki učinkujejo na membrane. Po vezavi na membrane, ki so bogate s 
sfingomielinom in holesterolom, lahko OlyA in PlyA s pomočjo PlyB, tvorita multimerne 
dvokomponentne transmembranske pore.  Do sedaj je bilo znano, da se egerolizini OlyA, PlyA2 in 
EryA prednostno vežejo na umetne lipidne membrane, ki vsebujejo 50 mol% ceramid 
fosfoetanolamina (CPE), glavnega sfingolipida v celičnih membranah nevretenčarjev (Panevska in 
sod., 2019).  
Panevska in sod. (2019) so v študiji dokazali, da se OlyA6, PlyA2 in EryA vežejo na celice 
insektov in na umetne lipidne membrane v koncentracijah CPE celo pod 5 mol%, kar je primerljivo 
s koncentracijami v celičnih membranah insektov, ter povzročijo permeabilizacijo membrane, ko so 
v kombinaciji z MACPF-proteinom PlyB., s katerim tvorijo transmembranske litične komplekse. 
OlyA6 in PlyA2 imata primerljivi afiniteti do veziklov, ki vsebujejo CPE. Njuna afiniteta do CPE je 
močnejša od afinitete EryA, lahko pa se vežeta tudi na sfingomielin/holesterol membrane. 
Nasprotno pa se EryA lahko veže izključno na vezikle, ki vsebujejo kombinacijo lipidov 
CPE/holesterola. Interakcijo PlyA2 in OlyA s holinsko skupino na sfingomielinu olajšuje kationski-
π-box,  receptor za prepoznavo holina. Podatki kažejo, da ti egerolizin/PlyB kompleksi prepoznajo 
CPE kot svojo receptorsko molekulo v črevesju insektov, saj so raziskave s celičnimi kulturami 
žuželk in sesalcev potrdile specifične interakcije fluorescentno označenih egerolizinov iz gob rodu 
Pleurotus s tem receptorjem. Prišlo je do interakcije med EryA-mCherry in celicami žuželk, 
medtem ko do interakcij med celicami sesalcev in Pleurotus egerolizini ni prišlo. Ta način vezave 
se razlikuje od podobnih bakterijskih kompleksov na osnovi egerolizinov in od Bt Cry toksinov, ki 
imajo proteinske receptorje. Egerolizin/PlyB kompleksi iz gob rodu Pleurotus so bili selektivno 
toksični za ličinke koruznega hrošča in za odrasle hrošče, ter za ličinke koloradskega hrošča. 
Specifičnost teh kompleksov je lahko posledica fizioloških razlik med testiranimi vrstami insektov. 
V nasprotju z ostalimi testiranimi insekti je bilo ugotovljeno, da je pH vrednosti v črevesju 
občutljivih vrst hroščev (Coleoptera) okoli 6, kar je tudi optimalni pH za vezavo OlyA6 na 
membranske lipide. Egerolizinski citolitični proteinski kompleksi bi lahko bili deaktivirani tudi s 
proteolitičnimi encimi, ki so prisotni v srednjem črevesju odpornih vrst insektov, ali pa ne dosežejo 
svojih tarčnih ciljev zaradi prisotnosti glikokaliksov v epitelnih celicah srednjega črevesja. Vendar 
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pa poleg CPE ni možno izključiti prisotnosti dodatnega (gliko)lipidnega ali (gliko)proteinskega 
egerolizinskega receptorskega mesta ali mest na celičnih membranah. Rezultati o insekticidnih 
učinkih egerolizin/PlyB kompleksov na ličinke koruznega hrošča so primerljivi z nekaterimi 
predhodno objavljenimi podatki, saj Shlotter in Storer (2009) navajata vrednost LD50 11 µg/cm
2
 za 
ličinke tretirane s Cry34Ab1/Cry35Ab1 proteinskim kompleksom, kar je v enakem območju, kot je 
bilo v tej raziskavi določeno za egerolizin/PlyB komplekse. Shlotter in Storer (2009) sta poročala 
tudi, da koncentracija kompleksa Cry34Ab1/Cry35Ab1 35 µg/cm2 ni bila dovolj visoka, da bi ubila 
50 % populacije koloradskih hroščev. Kompleksi egerolizin/PlyB so se izkazali za močnejše, saj je 
že koncentracija 9,0 µg/cm2 povzročila smrt 50 % ličink koloradskega hrošča v 4,1 do 5,4 dneh. 
Vrednosti LD50 za ličinke koruznega hrošča pri PlyA2/PlyB in OlyA6/PlyB so bile primerljive s 
podatki, ki jih navajajo Yalpani in sod. (2017) za  proteina AflP-1A/AflP-1B iz A. faecalis, ter 
Wei in sod. (2017) za protein PIP-47Aa iz P.mosselii. V primerjavi s proteinom IPD072Aa pa so 
bile vrednosti LD50 za  PlyA2/PlyB in OlyA6/PlyB precej nižje, kot jih navajajo Schellenberger in 
sod. (2016) za ta protein iz P. chlororaphis. Učinki egerolizin/PlyB kompleksov - zmanjšanje teže 
ličink, inhibicija njihove rasti ter smrt, so zelo podobni učinkom Bt toksinov Cry34Ab1/Cry35Ab1, 
ki sta po zaužitju prizadela apikalno površino epitelija srednjega črevesja ličinke koruznega hrošča, 
ter povzročila stradanje in dehidracijo ličink. Čeprav so receptorji za toksina Cry34Ab1/Cry35Ab1 
in komplekse egerolizin/PlyB očitno drugačni, pa so patofiziološki učinki teh proteinov podobni 
(Panevska in sod., 2019). 
Vezava Pleurotus egerolizinov na CPE in oblikovanje transmembranskih por v povezavi s PlyB, 
kažeta na možnost uporabe egerolizinskih/PlyB kompleksov kot novih biopesticidov za nadzor 
koruznega in koloradskega hrošča. Zaradi interakcij s specifičnimi lipidnimi membranskimi 
receptorji v insektih in ne s proteinskimi receptorji, pri katerih lahko pride do mutacij, so možnosti 
za razvoj odpornosti na te egerolizinske proteine zelo majhne (Panevska in sod., 2019).  
5 RAZPRAVA 
Bacillus thuringensis je bakterija, ki so jo že dokaj kmalu prepoznali kot potencialni vir dragocenih 
insekticidnih proteinov, kateri so se najprej uporabljali kot bioinsekticidi, danes pa se jih uspešno in 
varno vključuje tudi v transgene rastline. Največja prednost bioloških pesticidov pred sintetičnimi je 
njihova biorazgradljivost in specifičnost, vendar je uporaba bioloških pesticidov v primerjavi s 
sintetičnimi še vedno zelo majhna, saj delež Bt toksinov kot najbolj uspešnih biopesticidov za 
zatiranje škodljivcev predstavlja le 2 % na celotnem trgu insekticidov.  
Razvoj Bt transgenih rastlin je omogočil zelo učinkovit nadzor nad tarčnimi insekti, pridelovalcem 
pa je s tem zagotovil večje hektarske donose in ekonomske prihodke, hkrati pa je pripomogel k 
ohranjanju bolj čistega okolja, saj se je na območjih, kjer je ta tehnologija bila sprejeta, uporaba 
sintetičnih insekticidov občutno zmanjšala. Danes razvoj te tehnologije teži k proizvodnji bolj 
aktivih proizvodov in takih, ki imajo širši spekter delovanja. Glavno skrb raziskovalcev pri razvoju 
novih produktov za kontrolo nad škodljivimi insekti pa ostaja učinek transgenih produktov na 
netarčne organizme. 
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Koruzni hrošč je škodljivec, ki na koruzi vsako leto po vsem svetu povzroči ogromno škode. Na 
pridelku koruze povzročajo škodo tri vrste koruznih hroščev: Diabrotica virgifera virgifera, 
Diabrotica barberi in Diabrotica virgifera zeae. Za zaščito pred njimi se uporabljajo kemični 
insekticidi in kolobarjenje, danes pa je v mnogih državah že dovoljena uporaba transgene koruze, ki 
izraža enega ali več Bt kristalnih insekticidnih proteinov. Sposobnost učinkovitega nadzora nad 
populacijami koruznih hroščev na poljih pa predstavlja vedno večji izziv zaradi nagnjenosti 
koruznih hroščev k razvoju odpornosti in njihovih spremenjenih vedenjskih vzorcev, ki so presegli 
do sedaj uporabljene metode za zaščito pred njimi. Zahodni koruzni hrošč je že sposoben razviti 
odpornost na več kemičnih insekticidov, v zadnjih letih pa so opazili, da so samice koruznega 
hrošča začele odlagati jajčeca tudi v posevkih soje, kar zmanjša učinek kolobarjenja. Prav zato je 
bila uporaba Bt koruze, ki izraža insekticidne proteine, hitro sprejeta kot alternativna tehnologija za 
nadzor koruznih hroščev. Do sedaj je bilo poznanih samo nekaj Cry proteinov, ki so aktivni proti 
koruznemu hrošču, zato kompleks proteinov Cry34Ab1/Cry35Ab1 predstavlja pomembno vlogo v 
razvoju nove  tehnologije za zaščito koruze pred njimi, vendar pa najnovejše raziskave kažejo, da je 
že prišlo do pojava nepopolne odpornosti tudi proti temu binarnemu toksinu. Pojav odpornih 
populacij koruznega hrošča na Cry3Bb1 toksin in navzkrižna odpornost na mCry3A in eCry3.1Ab 
proteina, ter pojav nepopolne odpornosti na kompleks proteinov Cry34Ab1/Cry35Ab1 zahteva še 
bolj trajne strategije za zmanjšanje škode zaradi škodljivcev in zaustavitev razvoja rezistence. S tem 
namenom so že bili raziskani novi Bt insekticidni proteini in novi bakterijski proteinski toksini, ki 
ne pripadajo bakteriji Bt in specifično delujejo na koruznega hrošča in na nekatere druge žuželke iz 
red hroščev. Čeprav mehanizem delovanja novih toksinov še ni popolnoma raziskan, pa si delijo 
nekatere podobnosti z Bt insekticidnimi proteini, zato bi lahko bili uporabni za razvoj genetsko 
spremenjenih rastlin s podobnim učinkom kot insekticidni proteini iz Bt. Zelo pomembno je tudi 
najnovejše odkritje novih insekticidnih proteinov iz gob rodu Pleurotus. Vezava egerolizinov 
OlyA6, PlyA2 in EryA na za nevretenčarje specifičen sfingolipid CPE in oblikovanje 
transmembranskih por v povezavi s PlyB, kažeta na možnost uporabe egerolizinskih/PlyB 
kompleksov kot novih biopesticidov za nadzor koruznega in koloradskega hrošča. Zaradi njihovih 
interakcij s specifičnimi lipidnimi membranskimi receptorji v insektih in ne s proteinskimi 
receptorji, pri katerih lahko pride do mutacij, so možnosti za razvoj odpornosti na te egerolizinske 
proteine zelo majhne. 
Povsem nov alternativni pristop za kontrolo nad škodljivci pa predstavlja utišanje genov insekta z 
RNA interferenco. RNA interferenca je celični regulatorni mehanizem, ki prepreči translacijo 
informacijske RNA (mRNA) v protein. Pri razvoju biopesticidov na osnovi RNAi se cilja na gene z 
življenjsko pomembnimi funkcijami, npr. rast, razvoj, razmnoževanje, kar pri uspešnem utišanju 
izražanja povzroči smrt škodljivca. 
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